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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur analytischen
Bestimmung der Konzentration C eines Bestandteiles
einer medizinischen Probe, bei dem eine Reaktion der
Probe mit Reagenzien zu einer zeitabhangigen Ande-
rung S(t) ("Kinetik") einer MeBgréBe Sfihrt und die Kon-
zentration C geman einer Auswertekurve C=f(X) mit ei-
ner aus S(t) abgeleiteten Eingangsvariablen X korre-
liert, wobei die zu der Auswertekurve C=f(X) inverse Ka-
librationskurve X=f-1(C) nicht monoton ist, so daB der
gleiche Wert der Eingangsvariablen X auf mindestens
zwei Teilbereichen der Kalibrationskurve unterschiedli-
chen Werten der Konzentration C entspricht, und die
Auswertekurve mindestens fir einen Teil der méglichen
X-Werte mehrdeutig ist.

In der Analysetechnik, insbesondere bei der Analy-
se von Korperflliissigkeiten wie Blut und Urin sind Ver-
fahren weit verbreitet, die auf einer spezifischen Bin-
dungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner basie-
ren. Spezifische Bindungsreaktionen in diesem Sinne
sind insbesondere immunologische Interaktionen, also
Wechselwirkungen zwischen Antigenen bzw. Haptenen
einerseits und Antikérpern andererseits. Andere Bei-
spiele sind die Bindungsreaktionen Lektin-Zucker, Bio-
tin-Streptavidin oder Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwir-
kungen. Im folgenden wird ohne Beschrankung der All-
gemeinheit beispielhaft auf immunologische Wechsel-
wirkungen Bezug genommen.

Solche Analyseverfahren zeichnen sich durch hohe
Spezivitdt und Nachweisempfindlichkeit aus. Ein seit
langem bekanntes Problem immunologischer Analyse-
verfahren besteht jedoch darin, daf3 die Auswertekurve
C=f(X) in vielen Féllen nicht eindeutig ist. Dieses Pha-
nomen wird auch als "(high dose) Hook-Effekt" bezeich-
net. Es wird sowohl bei heterogenen als auch bei ho-
mogenen immunologischen Nachweisverfahren beob-
achtet.

Bei heterogenen Ein-Schritt-Sandwich-Testen
kommt es beispielsweise bei einem hohen Uberschuf3
des Probenantigens zu einer Abséttigung sowohl des
festphasengebundenen Antikérpers als auch des mar-
kierten Antikdrpers. Hieraus resultiert eine Verminde-
rung der Kopplung des markierten Antikérpers mit dem
festphasengebundenen Antikérper und infolgedessen
eine Reduzierung des MeBsignals mit steigender Ana-
lytkonzentration.

Ein wichtiges Beispiel homogener auf spezifischen
Bindungsreaktionen basierender Analyseverfahren
sind Reaktionen, die zu Molekilaggregaten, Makromo-
lekiilen oder Vernetzungen mit kleinen Partikeln, wie
beispielsweise Latexpartikeln, Dextranen, Liposomen
oder Metallsuspensionen fihren. Diese Aggregatbil-
dung filhrt zu einer Anderung des Streulichtverhaltens,
das sich mit einem geeigneten physikalischen MeBver-
fahren nachweisen 1aBt. Gebrauchlich ist die Bestim-
mung der durch die Tribung verursachten Extinktion
(Turbidimetrie) sowie die Messung der Lichtstreuung
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(Nephelometrie).

Bei solchen Tests 1&Bt sich der nichtmonotone Ver-
lauf der Kalibrationskurve X=f"1(C), der zu der beschrie-
benen Doppeldeutigkeit der Eingangsvariablen X flihrt,
dadurch erklaren, daB bei hohen Konzentrationen des
Probenantigens die Bindungsstellen der an der Reakti-
on beteiligten Antikérper zunehmend von Antigen abge-
sattigt werden. Infolgedessen nimmt bei hohem Anti-
gen-UberschuB die Vernetzung der Primérteilchen nicht
mehr zu, sondern sie nimmt ab und die Trlbung vermin-
dert sich.

Dieser auch als "Antigenuberschu3-Phanomen"
bezeichnete Effekt wurde bereits 1935 von Heidelber-
ger und Kendall erkannt. Man bezeichnet die nicht mo-
notone Kalibrationskurve daher haufig als "Heidelber-
ger-Kurve". Eine eingehendere Darstellung der Proble-
matik ist beispielsweise der europaischen Patentschrift
0148 463 zu entnehmen, worauf hier Bezug genommen
wird.

In dieser Druckschrift findet sich auch eine ausfihr-
liche Diskussion vorbekannter Verfahren, um dem Pro-
blem der Zweideutigkeit der Heidelberger-Kurven zu
begegnen. Sie seien an dieser Stelle nur kurz zusam-
mengefaBt.

Weit verbreitet ist die Doppelbestimmung mit zwei
verschiedenen Probenverdinnungen. Wenn der Test
fur die verdlinnte Probe eine scheinbar héhere Konzen-
tration anzeigt, liegt die gemessene Probenkonzentra-
tion im fallenden Teil der Auswertekurve. Es wird dann
Ublicherweise so lange weiterverdlnnt, bis fir zwei auf-
einanderfolgende Verdiinnungen jeweils abnehmende
Konzentrationen erhalten werden.

Statt der Untersuchung verschieden stark verdlinn-
ter Proben kann die Konzentration der Probe auch
durch nachtragliche Zugabe von Probenfllissigkeit vari-
iert werden. Eine weitere Alternative besteht darin, nach
Ablauf einer ersten Reaktion zusatzlichen Antikdrper
zuzugeben, um aus der dann erhaltenen Eingangsva-
riablen darauf zu schlieBen, ob die zu bestimmende
Konzentration im ansteigenden oder im abfallenden Teil
der Heidelberger-Kurve liegt. Nachteilig ist bei jedem
dieser Verfahren, daf3 aufwendige zusatzliche Handha-
bungsschritte erforderlich sind. Sie lassen sich deswe-
gen nicht ohne weiteres auf Ublichen Analyseautomaten
realisieren. AuBerdem erhéht die zusétzliche Messung
die Mefzeit und reduziert damit den Probendurchsatz
des Analyseautomaten.

Vielfach wird deshalb versucht, durch Einsatz einer
groBen Antikérpermenge sicherzustellen, dafB3 samitli-
che praktisch vorkommenden Konzentrationen des
Analyten im "glltigen MeBbereich", d.h. im steigenden
Teil der Heidelberger-Kurve liegen. Die hohe Konzen-
tration des Antikdrpers flhrt jedoch im Bereich relativ
geringer Analytkonzentrationen zu einem sehr flachen
Verlauf der Kalibrationskurve X=f1(C) und infolgedes-
sen zu einer reduzierten Analyseprazision. AuBerdem
werden die Kosten des Tests durch die groBe Antikdr-
permenge wesentlich erhéht. Bei einigen Analyten, die
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in sehr hohen Konzentrationen oder in einem sehr gro-
Ben Konzentrationsbereich analysiert werden miissen,
ist dieses Verfahren praktisch nicht realisierbar.

In der deutschen Patentschrift 27 24 722 ist ein im-
munonephelometrisches Verfahren beschrieben, wel-
ches auf der Bestimmung der zeitlichen Anderung (Ki-
netik) der Triibung basiert und ohne zuséizlichen zeitli-
chen Aufwand eine eindeutige Zuordnung des MeBwer-
tes zum ansteigenden bzw. abfallenden Teil der Kalibra-
tionskurve erlauben soll. In der Anfangszeit der Tri-
bungsmessungen hatte man Endpunktbestimmungen
durchgefihrt, d.h. als Eingangsvariable X wurde der
konstante Wert der MeBgréBe S verwendet, der sich am
Ende der zu der Triibung fihrenden Aggregationsreak-
tion asymptotisch einstellt. Einige Jahre vor dem Anmel-
detag der deutschen Patentschrift 27 24 722 war vorge-
schlagen worden, die bei der Endpunktbestimmung er-
forderliche lange MeBzeit durch eine kinetische Mes-
sung zu verkirzen. Dieser Vorschlag basiert auf der Er-
kenntnis, daB die maximale Anderungsgeschwindigkeit
der MeBgréBe S (dS/dt,,,,), welche auch als V,,,, be-
zeichnet wird, als Eingangsvariable X verwendet wer-
den kann, welche in einer flr die quantitative Analyse
ausreichenden Genauigkeit mit der Konzentration C
des Analyt-Antigens korreliert.

Auch dieser Zusammenhang C=f(X) ist jedoch
zweideutig. In der deutschen Patentschrift 27 24 722
wird vorgeschlagen, die Doppeldeutigkeit dieser Aus-
wertekurve mit Hilfe einer Funktion der MeBgréBe V,, .,
zu beseitigen, welche je nach dem jeweiligen Uber-
schuBzustand charakteristisch unterschiedliche Werte
besitzen soll. Insbesondere wird die Zeit bis zum Auf-
treten der maximalen Anderungsgeschwindigkeit Vimax
des Tribungssignals oder die zeitliche Ableitung von
Viax @V/dD) 0y = (d2S/dt2), . als geeignet far die Dis-
kriminierung der Teilbereiche der Auswertekurve ange-
sehen. In dieser Literaturstelle wird jedoch festgestellt,
dafB die an sich gewiinschte eindeutige Bestimmung ei-
nes einzelnen Konzentrationswertes in der Praxis auf
dieser Basis nicht moéglich ist, weil kein einzelner Zeit-
wert existiert, bei dem der AntikérperiberschuBkurven-
teil auf der einen Seite dieses Wertes und der Antigen-
UberschuB-Kurventeil auf der anderen Seite liegt (Spal-
te 21, Zeile 61 bis 68). Dieses Problem soll durch eine
Koordinatentransformation und die Einfihrung neuer
Variablen geldst werden. Falls auf dieser Basis ein An-
tigenlberschuB-Zustand festgestellt wird, wird die Pro-
be verdiinnt und die Messung wiederholt.

Um diese Nachteile zu vermeiden wird in der euro-
paischen Patentschrift 0 148 463 vorgeschlagen, den
funktionalen Zusammenhang zwischen der Konzentra-
tion C, der maximalen Anderungsgeschwindigkeit des
MeBsignals V,,,, und der Zeit vom Reaktionsbeginn bis
zum Auftreten der maximalen Reaktionsgeschwindig-
keit t,,,x Mit einem Standardpréparat empirisch zu er-
mitteln und sowohl! V,,,, als auch t,,,, an der Probe zu
messen, wobeivon den zwei aus einer dieser Eingangs-
variablen ermittelbaren Konzentrationen mit Hilfe der
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zweiten Eingangsvariablen das richtige Ergebnis ermit-
telt wird.

Diese bekannten Verfahren gehen davon aus, daf3
die Zuordnung zu den Teilbereichen der doppeldeutigen
Auswertekurve C=f(X) zuverlassig mit Hilfe einer be-
stimmten aus S(t) abgeleiteten zusétzlichen Eingangs-
variablen méglich ist. Sie sind demzufolge nur in sol-
chen Fallen anwendbar, in denen eine derartige GréBe
mit ausreichendem diskriminierendem Potential gefun-
den werden kann. AuBerdem sind diese vorbekannten
Verfahren davon abhangig, daf der Verlauf von S(t)
kontinuierlich oder zumindest in sehr engen zeitlichen
Absténden (quasikontinuierlich) bestimmt wird. Dies ist
in der Praxis mit vielen Analysegeraten nicht méglich,
weil diese aufgrund ihres Konstruktionsprinzips die er-
forderliche turbidimetrische oder nephelometrische
Messung nur zu diskreten MeBzeitpunkten mit relativ
groBen zeitlichen Abst&dnden erlauben. Dies gilt insbe-
sondere flr die weit verbreiteten Analysegerate, die mit
einem sich schrittweise drehenden Reaktionsrotor aus-
gestattet sind, wobei eine Messung des Inhaltes eines
der am Rand des Rotors aufgereihten Reaktionsgefae
jeweils nur dann méglich ist, wenn sich dieses gegen-
Uber einer MeBstation befindet.

Auf dieser Basis liegt der Erfindung die Aufgabe zu-
grunde, ein Verfahren zu schaffen, mit dem die Analyse
im Falle einer mehrdeutigen Auswertekurve C=f(X) mit
hoher Zuverlassigkeit und bei einem breiten Spektrum
unterschiedlicher Tests ohne zusaizliche Handha-
bungsschritte bei der Probenanalyse méglich ist.

Die Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs
bezeichneten Art dadurch geldst, daB folgende Schritte
durchgefiihrt werden, um eine Eingangsvariable X ei-
nem der Teilbereiche zuzuordnen und dadurch eine ein-
deutige Korrelation zu einer bestimmten Konzentration
C zu erreichen:

a. In einem Trainingslauf wird mindestens einmal
ein Diskriminationsalgorithmus mit nachfolgenden
Schritten durchgefihrt

a.a S(t) wird an mehreren Kalibratoren bekann-
ter Konzentrationen G;=C;...Cy, bestimmt, wo-
beidie Konzentrationen C;=C...C, inzwei Teil-
bereichen der Kalibrationskurve X=f-1(C) lie-
gen,

a.b aus den Messungen von S(t) wird nach vor-
bestimmten Diskriminator-Generierungsver-
fahren ein Diskriminatorensatz generiert;

a.c aus dem Diskriminatorensatz wird mit ei-
nem Verfahren der multivariaten Statistik je ein
Score fir jede der Konzentrationen C;=C,4...C,
der Kalibratoren berechnet;

a.d es wird gepruft, ob sich die Scores fir die
Konzentrationen Ci=C,...c,, der Kalibratoren
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mittels eines Grenzscores in getrennte Teil-
mengen teilen lassen, bei denen die Konzen-
trationen den Teilbereichen der Kalibrations-
kurve richtig zugeordnet sind,;

b. In dem Trainingslauf wird der die Schritte a.a bis
a.d umfassende Diskriminationsalgorithmus mit
verschiedenen, nach unterschiedlichen Generie-
rungsverfahren aus den Messungen von S(t) gene-
rierten Diskriminatorensdtzen und/oder unter-
schiedlichen Verfahren der multivariaten Statistik
wiederholt, um einen operativen Diskriminationsal-
gorithmus festzulegen, der-in dem Schritt a.d eine
far praktische Zwecke ausreichend vollstandige
Trennung der Teilbereiche ermdglicht;

¢. in einem Analyselauf wird:

c.a S(t) an einer zu analysierenden Probe be-
stimmt;

¢.b daraus nach dem operativen Diskriminati-
onsalgorithmus ein Analysescore berechnet;
c.c der Analysescore mit dem Grenzscore ver-
glichen und

c.d die Eingangsvariable X und daraus die Kon-
zentration C bestimmt, wobei der Wert X einer
der Teilkurven der Kalibrationskurve X=f-1(C)
durch Vergleich des Analysescore mit dem
Grenzscore zugeordnet wird.

Als Diskriminator-Generierungsverfahren werden
Verfahren bezeichnet, durch die in einer Folge von ei-
nem oder mehreren Schritten in genau definierter Weise
durch Selektion und in den meisten Fallen durch zusatz-
liche Kombination von zu bestimmten MeBzeitpunkten
t; gemessenen MeBwerten S(1;) Zahlenwerte abgeleitet
werden, die sich als Diskriminatoren eignen. Im einfach-
sten Fall besteht also ein Diskriminator-Generierungs-
verfahren nur aus einem Selektionsschritt, namlich der
Auswahl eines bestimmten MeBwertes S(t;). Meist wer-
den jedoch aus mehreren S(t;)-Werten nach definierten
mathematischen Verfahren, die nachfolgend auch als
Ableitverfahren bezeichnet werden, Diskriminatoren
abgeleitet.

Der Diskriminationsalgorithmus der Schritte a.a bis
a.d wird so lange wiederholt, bis ein operativer Diskri-
minationsalgorithmus festgelegt ist, der eine flr prakti-
sche Zwecke ausreichend vollstandige Trennung der
Teilbereiche erméglicht. Dies ist dahingehend zu verste-
hen, daB3 eine flr den jeweiligen medizinisch-analyti-
schen Zweck ausreichend sichere Zuordnung einer Ein-
gangsvariablen X zu einem der Teilbereiche der Kalibra-
tionskurve X=f-1(C) moglich sein soll, wobei diese Zu-
ordnung ohne zusatzlichen mefBtechnischen Aufwand,
insbesondere ohne zusatzliche Pipettierungsschritte
(Probenverdinnung oder Erhéhung der Reagenzkon-
zentration) erreicht wird. Eine im mathematischen Sinne
100% richtige Trennung in die Teilbereiche ist hierzu
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vielfach nicht erforderlich. Insbesondere in der Nahe ei-
nes Maximums der Kalibrationskurve X=f-1(C) ist es
vielfach klinisch nicht relevant, welchem der Teilberei-
che ein MeBwert X zuzuordnen ist. Zum einen ist dort
wegen des flachen Verlaufes der Kalibrationskurve
X=f1(C) der aus einer Fehlzuordnung resultierende
MeBfehler der Konzentration C relativ gering. Zum zwei-
ten liegt das Maximum meist im mittleren Konzentrati-
onsbereich. Dieser mittlere Konzentrationsbereich ent-
spricht den Normalwerten des zu bestimmenden Ana-
lyten und ist auch deswegen klinisch weniger relevant.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB erfin-
dungsgeméan mit einer geringen Anzahl von diskreten
MeBwerten S(t;...t,) eine sehr hohe Zuverlassigkeit der
Zuordnung zu einem der Teilbereiche der Auswertekur-
ve erreicht werden kann. Dies ist vor allem deshalb er-
staunlich, weil in der Praxis jeder der MeBwerte S(t;) un-
vermeidlich mit einem statistischen Fehlerbeitrag insbe-
sondere durch das Rauschen der MeBanordnung be-
haftet ist. Es konnte daher nicht erwartet werden, daB
durch Selektion dieser MeBwerte und mit Hilfe von Ab-
leitverfahren, die diese fehlerbehafteten MeBwerte in
Beziehung zueinander setzen, ein Diskriminatorensatz
abgeleitet werden kann, der unter Anwendung eines
Verfahrens der multivariaten Statistik die Bestimmung
eines die Teilbereiche eindeutig trennenden Grenzsco-
res erlaubt. Ein wesentlicher Beitrag zu diesem Ergeb-
nis ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren darauf
zurickzufiihren, daB es die selektierenden Diskrimi-
natoren, bzw. die Ableitverfahren die zu diesen Diskri-
minatoren fihren, selbst selektiert.

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezugnahme
auf die Figuren und nachfolgenden Beispiele naher er-
lautert; es zeigen:

Fig. 1 Eine graphische Darstellung mehrerer Kineti-
ken der Extinktion S fiir verschiedene Analyt-
konzentrationen bei einem Triibungstest,
eine graphische Darstellung der nichtmono-
tonen Kalibrationskurve X=f-1(C) eines im-
munchemischen Tribungstests,

eine graphische Darstellung der Verteilung
der Scores bei einer Zuordnung auf Basis der
vorliegenden Erfindung zu zwei Teilbereichen
der Kalibrationskurve X=f-1(C),

eine graphische Darstellung der Verteilung
der Scores bei einer Zuordnung auf Basis der
vorliegenden Erfindung zu drei Teilbereichen
der Kalibrationskurve X=f-1(C).

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

In Figur 1 ist der Verlauf der Extinktion S in willkir-
lichen Einheiten gegen die Zeit t in Sekunden fir finf
verschiedene Konzentrationen C,....Cg aufgetragen,
wobei C, der niedrigsten und Cg der héchsten Konzen-
tration entspricht.

Fur beide einleitend beschriebenen Reaktionsme-
chanismen (heterogener Ein-Schritt-Sandwichtest, im-
munoturbidimetrischer Test) und auch fir andere Test-
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prinzipien, bei denen eine spezifische Bindungsreaktion
stattfindet, die eine Briickenbildung oder Verkniipfung
zweier Bindungspartner (z.B. Antikérpern) mittels eines
dritten, multivalenten, mit den beiden anderen Bin-
dungspartnern bindungsféhigen Bindungspartners ein-
schlieBt, ist dieser prinzipielle Verlauf charakteristisch.
Es handelt sich um Reaktionen, die mit vorgegebenen
Anteilen der Reaktionspartner (welche auf3er der Ana-
lytkonzentration alle konstant sind) starten und nach ei-
ner Anstiegsphase asymptotisch in ein MeBweriplateau
Ubergehen. Der zeitliche Verlauf der Reaktion sowie der
Plateau-Wert werden beispielsweise bei dem genann-
ten heterogenen Test durch die Anzahl der "Antigen-
Bricken-Komplexe", beim turbidimetrischen Test durch
die Anzahl der Antigen-Antikdrper-Vernetzungen be-
stimmt.

Dadurch, daB3 samtliche Faktoren auBer der Ana-
lytkonzentration konstant gehalten werden, ist die Kine-
tik S(t) der MeBgréBe S charakteristisch fur die Konzen-
tration C des Analyten. Ublicherweise wird aus der ge-
messenen Kinetik eine Eingangsvariable X fir die Um-
rechnung in die Konzentration C mit Hilfe der Auswer-
tekurve C=f(X) abgeleitet. Die Kalibrationskurve X=f-1
(C) wird mit Hilfe von Messungen an Kalibratoren (Stan-
dardproben, welche eine bekannte Konzentration des
Analyten enthalten), die Uber den gesamten fur die Ana-
lyse relevanten Konzentrationsbereich verteilt sind, be-
stimmt.

In der Praxis ist fur die Erfindung nicht entschei-
dend, in welcher Weise die mit der Konzentration C kor-
relierende Eingangsvariable X aus dem gemessenen
Verlauf der Kurve S(t) (d.h. der Kinetik der Reaktion) ab-
geleitet wird. Der Begriff der Eingangsvariablen X um-
faBt jede GroBe, die sich aus gemessenen Kinetiken be-
stimmen |&Bt und mit der Konzentration C korreliert. Wie
dies im einzelnen geschieht, hangt von der jeweiligen
Analyse und den Besonderheiten des MeBgerates ab.
Im Hinblick auf die Qualitat der Analyse sollte sich die
Eingangsvariable X in Abhangigkeit von der Konzentra-
tion méglichst stark &ndern. Es muf sich nicht um eine
physikalisch interpretierbare GréBe (wie beispielsweise
das Endpunki-MeBsignal, welches der maximalen Trii-
bung entspricht) handeln.

Als Eingangsvariable X sind bei Tribungsmessun-
gen insbesondere, wie erlautert, der Endpunki- oder
Plateauwert der Triibung und die maximale Anderungs-
geschwindigkeit V., gebrauchlich.

In Figur 1 entspricht C; der niedrigsten, Cg der
héchsten Konzentration. Man erkennt, daf3 beispiels-
weise der nach 300 sec. ndherungsweise erreichte End-
punktwert X;...Xg sich nicht monoton mit der Konzen-
tration &ndert, sondern von X; nach X, ansteigt und
dann bis X; abfallt.

Hieraus resultiert der in Figur 2 dargestellte nicht-
monotone Verlauf der Kalibrationskurve X=f1(C) in
Form einer Heidelberger-Kurve. Dargestellt sind
MeBergebnisse mit zwei unterschiedlichen Reagenz-
chargen, wobei zu jeder Charge mehrere Messungen
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durchgefiihrt wurden. Dabei bezeichnen die Kreuze ei-
ne erste Charge und die Quadrate eine zweite Charge
der Testreagenzien. Hierdurch wird die MeBwertstreu-
ung sowohl von Messung zu Messung als auch von
Charge zu Charge deutlich. X ist in willkarlichen Einhei-
ten angegegeben. Die Konzentration C bezieht sich auf
einen immunchemischen Test auf Albumin im Urin
("MAU"). Beispielsweise kann ein MeBwert X=0,8 einer
Konzentration von 0,5 oder 3 g/l entsprechen, je nach-
dem, ob der C-Wert auf dem ansteigenden oder abfal-
lenden Teilstick der Kalibrationskurve liegt. Die zum
dargestellten Kurvenverlauf inverse Auswertekurve C=f
(X) ist zweideutig. Die eindeutige Angabe eines analy-
tischen Ergebnisses setzt deshalb voraus, daB es ge-
lingt, die aus S(t) abgeleiteteten Eingangsvariablen X
eindeutig einem der beiden Teilbereiche A oder B der
Kalibrationskurve zuzuordnen und dadurch eine ein-
deutige Korrelation zu einer bestimmten Konzentration
C zu erreichen. Zu diesem Zweck wird erfindungsge-
man folgendermafBen vorgegangen.

Zunéchst wird ein Trainingslauf durchgefihrt, der
dazu dient, aus S(t)-Kinetiken, die an Kalibratoren ge-
messen wurden, einen auf den jeweiligen Analyse-Pa-
rameter, moglicherweise sogar auf eine bestimmte Rea-
genzcharge, spezifisch abgestimmten Diskriminations-
algorithmus, bestehend aus einem Diskriminatorensatz
und einem Verfahren der multivariaten Statistik, zu ent-
wickeln, der eine eindeutige Zuordnung gemessener Ki-
netiken S(t) zu einem der Teilbereiche der Auswertekur-
ve erlaubt.

Zu diesem Zweck wird zunachst S(t) an einer Mehr-
zahl von Kalibratoren bekannter Konzentrationen be-
stimmt, wobei diese Konzentrationen in beiden Teilbe-
reichen der Kalibrationskurve liegen. In der Praxis hat
sich eine verhaltnisméaBig geringe Zahl solcher Kalibra-
tor-Messungen, beispielsweise jeweils sechs Konzen-
trationen auf jedem Teilbereich A,B der Kalibrationskur-
ve, als ausreichend erwiesen. Man erhalt dann bei-
spielsweise zwolf Kinetiken der in Figur 1 dargestellten
Art, wobei zu jeder der Kinetiken die korrekte Konzen-
tration C bekannt ist und somit auch festliegt, welchem
der Teilbereiche A,B der Kalibrationskurve X=f-1(C) die
gemessene Kinetik zuzuordnen ist.

Aus den gemessenen Kinetiken S(t) werden nach
jeweils einem bestimmten definierten Verfahren, wel-
ches als Diskriminator-Generierungsverfahren bezeich-
net wird, ein Satz von Diskriminatoren ermittelt. Im Rah-
men der Erfindung wurden beispielsweise Extinktions-
werte zu bestimmten MeBzeitpunkien, Steigungen,
Krimmungen und Rauhigkeitswerte erfolgreich als Dis-
kriminatoren verwendet. In dem bevorzugten Fall, dai3
S(1) nicht kontinuierlich, sondern zu diskreten MeBzeit-
punkten ty...t, bestimmt wird, lassen sich diese Diskri-
minatoren beispielsweise wie folgt berechnen.

Ein Extinktionswert S; zu einem MeBpunkt i
(MeBzeitpunkt t;) kann unmittelbar Gbernommen wer-
den. Der Begriff des Diskriminator-Generierungsverfah-
rens umfaBt wie erwahnt auch Falle, bei denen ein Mef3-
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wert S(t) fur einen bestimmten Zeitpunkt selektiert und
unverandert ibernommen wird.

Eine Krimmung K; in einem MeBpunkt i laBt sich
aus jeweils zwei benachbarten MeBpunkten S;und S; 4

gemessen zu den Zeitpunkten t; und t. , wie folgt be-
i i+1
rechnen.
R T
(1.1) K(i) = T,
(8., -S)
(1.2) o, = atan Lol
ti+1 i ti
2 2

(1.3) T,=8SQRT[(S;,4-S)) + (4 -1)]
Darin bedeutet SQRT Quadratwurzel (square root).
Die Rauhigkeit ist ein statistischer Streuparameter,

der sich als Diskriminator in bestimmten Bereichen be-

stimmter Analysen bewahrt hat. Sie ist definiert durch

1 j+n
(2.1) R= - Yy d;

n gy

(Si-S11)

22) d=

i S.

AuBer den genannten sind zahlreiche andere Dis-
kriminatoren im Rahmen der Erfindung verwendbar. In
jedem Fallist ein Diskriminator in diesem Sinne eine aus
einer gemessenen Kinetik abgeleitete Variable, die
durch ein definiertes Diskriminator-Generierungsver-
fahren eindeutig festgelegt ist, so dafB sich aus einer be-
stimmten gemessenen Kinetik unter Anwendung dieses
Diskriminator-Generierungsverfahrens stets der glei-
che Wert des Diskriminators ergibt.

Prinzipiell kdnnen zusatzlich andere, nicht aus den
Kinetiken S(t) abgeleitete GréBen als Hilfsdiskriminato-
ren verwendet werden, wie beispielsweise Gerateins-
tellungen oder MeBwerte Uber Umweltbedingungen.

Jeder der Diskriminatoren ist einem Konzentrati-
onswert C; und einem MeBzeitpunkt t; zugeordnet. Der
Diskriminatorensatz ist demzufolge von den beiden un-
abhangigen Variablen C und t abhangig. Eine derartige
von mehreren Variablen abhangige mehrdimensionale
Wertematrix kann mit bekannten Verfahren der multiva-
riaten Statistik aus dem mehrdimensionalen Raumin ei-
nen eindimensionalen Raum lberfihrt werden. Im Falle
der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren der mul-
tivariaten Statistik dazu benutzt, aus den Diskriminato-
ren einer Kinetik (d.h. aus den Diskriminatoren, die aus
dem an einem Kalibrator gemessenen Verlauf von S(t)
bestimmt wurden) Zahlenwerte, sogenannte Scores zu
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berechnen. Da bekannt ist, in welchem Teilbereich der
Heidelberger-Kurve die jeweilige Konzentration des Ka-
librators liegt, ist jeder der berechneten Scores einem
der Teilbereiche A oder B der Heidelberger-Kurve zuge-
ordnet.

Nahere Informationen Uber Verfahren der multiva-
riaten Statistik kdnnen der einschlagigen Literatur ent-
nommen werden. Verwiesen sei beispielsweise auf fol-
gende Publikationen:

L. Fahrmeir u. A. Hamerle, "Multivariate statistische
Verfahren", Walter de Gruyter, New York 1984. Darin
wird u.a. die Diskriminanzanalyse und die Schatzung
von Verteilungen eines Merkmalsvektors mittels einer
Lernstichprobe beschrieben. SAS/STAT-User's Guide,
Release 6.03, SAS-Institute Inc.

Als ndchstes wird geprift, ob die berechneten Sco-
res aller Kalibratoren sich eindeutig in zwei Teilmengen
teilen lassen, dergestalt, daB s&mtliche Scores, die ei-
nem Konzentrationswert im ansteigenden Teil A der
Heidelberger-Kurve entsprechen auf einer Seite des
Grenzwertes liegen (beispielsweise kleiner als dieser
Grenzwert sind), wahrend die Scores, die einem Kon-
zentrationswert auf dem abfallenden Teilbereich B der
Heidelberger-Kurve entsprechen, auf deranderen Seite
dieses Grenzwertes liegen (also beispielsweise gréBer
als der Grenzwert sind). Ein Grenzwert, der eine solche
Trennung erméglicht, wird als Grenzscore bezeichnet.
Der Grenzscore wird im Regelfall mit dem gleichen Ver-
fahren der multivariaten Statistik berechnet, mit dem die
Scores aus den Kinetiken berechnet werden.

In der Regel wird bei der vorstehenden Prifung
festgestellt werden, daB eine fir praktische Zwecke
ausreichende Trennung durch einen Grenzscore auf
Basis des zunachst erprobten Diskriminatorensatzes
nicht méglich ist. Ein wesentliches Element der vorlie-
genden Erfindung ist darin zu sehen, daf3 in der Trai-
ningsphase der operative Diskriminatorensatz durch
Iteration der vorgenannten Schritte ermittelt wird. Die
Variation der Diskriminator-Generierungsverfahren, die
zu den Diskriminatoren fihren, kann dabei véllig stoch-
astisch geschehen, d.h. das System enthalt eine Aus-
wahl von Diskriminator-Generierungsverfahren, die
nacheinander durchpermutiert werden, bis das ge-
wilinschte Ergebnis (unter Berlcksichtigung der medizi-
nisch-analytischen Erfordernisse ausreichende Tren-
nung der Scores durch einen Grenzscore) erreicht wird.
Selbstverstandlich kann in dieser Trainingsphase auch
auf Basis vorgegebener Erfahrungswerte gezielt einge-
griffen werden.

Insgesamt besteht der Trainingslauf aus einer
Mehrzahl von immer wieder wiederholten Abschnitten,
in denen jeweils ein Diskriminationsalgorithmus ablauft,
der aus einem Satz von Diskriminator-Generierungs-
verfahren zur Bestimmung der Diskriminatoren und aus
einem definierten Verfahren der multivariaten Statistik
besteht, welches eine Abbildung des mehrdimensiona-
len Raumes der Diskriminatoren auf die Eindimensio-
nalitat der Scores erméglicht.
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Dabei kénnen auBer den Diskriminator-Generie-
rungsverfahren auch die verwendeten Verfahren der
multivariaten Statistik variiert werden. Auch dies kann
grundsétzlich ohne menschliches Eingreifen erfolgen,
wobei in dem System unterschiedliche Verfahren der
multivariaten Statistik implementiert sind, welche je-
weils mit dem gleichen Diskriminatorensatz oder auch
mit unterschiedlichen Diskriminatorensdtzen in dem
Trainingslauf erprobt werden. Die Erprobung der Erfin-
dung hat gezeigt, daf3 in der Praxis Erfahrungswerte ge-
wonnen werden kdnnen, wonach flr bestimmte Analy-
sen bestimmte Verfahren der multivariaten Statistik ge-
eignet sind. In diesen Fallen wird man zweckmaBiger-
weise fur die Bestimmung eines bestimmten Analyten
dem System dieses bewahrte Verfahren der multivaria-
ten Statistik vorgeben und in dem Trainingslauf nur noch
die Diskriminator-Generierungsverfahren variieren.
Dies ist jedoch nicht zwingend. Es sind auch Konstella-
tionen méglich, bei denen es vorteilhaft ist, einen be-
stimmten Diskriminatoren-Satz festzuhalten und in dem
Trainings lauf in Kombination mit unterschiedlichen Ver-
fahren der multivariaten Statistik zu erproben.

Ein Diskriminationsalgorithmus, der die gewlinsch-
te Trennung der Scores in zwei den Teilbereichen der
Auswertekurve zugeordneten Teilmengen mit (im erlau-
terten Sinn) flr praktische Zwecke ausreichender Zu-
verlassigkeit erlaubt, wird als operativer Diskriminati-
onsalgorithmus bezeichnet.

Je nach den Erfordernissen des Einzelfalles kann
in der Praxis die Bestimmung des operativen Diskrimi-
nationsalgorithmus zentral bei dem Hersteller des fir
die analytische Bestimmung verwendeten Reagenzien-
Kits oder dezentral in dem jeweiligen automatischen
Analysegeréat erfolgen.

a) Die zentrale Bestimmung durch den Hersteller
hat den Vorteil, daf3 eine besonders leistungsfahige
Computeranlage eingesetzt werden kann. Wenn
der optimierte Diskriminationsalgorithmus von der
Herstellungscharge des Reagenzienkits unabhén-
gig ist, geniigt eine einmalige Ubermittlung der In-
formation an das Analysegerat, beispielsweise mit
Hilfe einer Diskette. Wenn sich aber verschiedene
Herstellungschargen der Reagenzien derartig un-
terscheiden, daB3 der gleiche optimierte Diskrimina-
tiongsalgorithmus nicht fur verschiedene Chargen
verwendet werden kann, ist es zweckméBig, dai3
der optimierte Diskriminationsalgorithmus separat
far jede Charge ermittelt und mit der Packung der
Testkits dem klinischen Labor auf einem geeigne-
ten Datentrager zur Verflgung gestellt wird. Es ist
dabei nicht erforderlich, auf dem Analysegerat Ka-
libratoren zu vermessen, die den gesamten rele-
vanten MeBbereich der analytischen Bestimmung
abdecken.

b) Auf dem Gerét erfolgt die Bestimmung eines op-
timierten Diskriminatorensatzes parallel mit der Be-
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stimmung der Kalibrationskurve. Die Messung der
Kinetiken S(t) unterscheidet sich dabei im Prinzip
nicht von Ublichen Kalibrationskurvenbestimmun-
gen. Esist jedoch erforderlich, daf3 die Kalibratoren
den MeBbereich weitgehend abdecken und eine
ausreichende Zahl von Kalibratorkonzentrationen
jeweils in beiden Teilbereichen der Heidelberger-
Kurve liegt. Bei Geraten, die diese Bedingungen er-
fullen, d.h. die die Bestimmung der vollstandigen
nichtlinearen Kalibrationskurve X=f1(C) unterstiit-
zen, ist praktisch kein zusatzlicher konstruktiver
oder meBtechnischer Aufwand erforderlich. Aus
den im Rahmen der Kalibration ohnehin bestimm-
ten Kinetiken S(t) kann der optimierte Kalibrations-
algorithmus mit Hilfe des in solchen Geraten ubli-
cherweise ohnehin vorhandenen Computers ermit-
telt werden.

Selbstverstandlich sind Mischformen aus den bei-
den vorgenannten Varianten a) und b) méglich.

In einem Analyselauf wird der optimierte Diskrimi-
nationsalgorithmus folgendermafBen verwendet.

Die Kinetik S(t) wird an einer zu analysierenden
Probe bestimmt. Sofern die Messung zu diskreten
MeBzeitpunkten t; erfolgt, sollten die MeBzeitpunkte, je-
weils gerechnet vom Reaktionsstart, bei dem Analyse-
lauf mit den beim Trainingslauf verwendeten MeBzeit-
punkten lbereinstimmen.

Auf die Kinetiken wird der operative Diskriminati-
onsalgorithmus angewandt, d.h. mit Hilfe der gleichen
Diskriminator-Generierungsverfahren werden Diskrimi-
natoren generiert und aus diesen wird mit Hilfe des glei-
chen Verfahrens der multivariaten Statistik ein Analy-
sescore berechnet. Durch einfachen Vergleich des Ana-
lysescores mit dem Grenzscore kann dann die Zuord-
nung der aus der Kinetik S(t) abgeleiteten Eingangsva-
riablen X zu einem der Teilbereiche der Kalibrationskur-
ve X=f-1(C) erfolgen.

Unter den Verfahren der multivariaten Statistik sind
die Verfahren der Diskriminanzanalyse besonders be-
vorzugt.

Allgemein wird die Diskriminanzanalyse dazu be-
nutzt, Objekte aufgrund ihrer p-Merkmale (p-dimensio-
naler Merkmal-Vektor) méglichst eindeutig Gruppen zu-
zuordnen. Die Gruppenzugehérigkeit jedes Einzelob-
jektes liegt fest und ist prufbar. Ausgehend von einem
Set von Objekten mit bekannter Gruppenzugehérigkeit,
hier der Kinetiken, wird in einem p-dimensionalen Raum
diejenige Projektion auf einen eindimensionalen Raum
ermittelt, die die bestmdgliche Trennung der Gruppen
ergibt.

Figur 3 zeigt beispielshaft eine eindimensionale
Haufigkeitsverteilung fir die Scores von zwei Gruppen
G1 und G2 von Kinetiken mit einer Diskriminierung, die
besser ist als 95%. Die Diskriminierung der Kinetiken ist
hier also nicht zu 100% gelungen. Man erkennt, daB ein
kleiner Teil der in der Figur rechts dargestellten Gruppe
G1 einen Score im negativen Wertebereich der Abszis-
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se hat. Obwohl| der Diskriminationsalgorithmus in die-
sem Fall keine im mathematischen Sinne vollstandige
Trennung der Kinetiken erlaubt, kann ein solches Er-
gebnis flr praktische Zwecke vielfach vollstandig aus-
reichend sein, soweit die wenigen Fehlzuordnungen
aus den weiter oben erlauterten Griinden fur das medi-
zinisch-analytische Ergebnis ohne praktische Bedeu-
tung sind.

Fir die Diskriminierung wurden im Zusammenhang
der vorliegenden Erfindung unterschiedliche Diskrimi-
nanzanalyse-Verfahren erfolgreich eingesetzt. Dies
sind die klassische lineare und quadratische Diskrimi-
nanzanalyse sowie nichtparametrische Methoden, un-
ter anderem Kernschétzer und nachste Nachbar-Me-
thode. Bei den Kernschétzern erwiesen sich die Kern-
typen Uniform, normal und Epanechnikow als geeignet.

Die mathematische Literatur beschreibt ausfihrlich
solche Methoden. Verwiesen sei beispielsweise auf die
erwahnten Publikationen Uber Verfahren der multivaria-
ten Statistik und:

B.W. Silverman, Density Estimation for Statistics
and Data Analysis, Chapman & Hall, London, New York
1986.

Fir die Schatzung der Fehlerrate haben sich die
Resubstitutions- und die Crossvalidierungs-Methode
als geeignet erwiesen. Bei der Resubstitution wird far
den betrachteten Satz von Kinetiken die Rate der Fehl-
zuordnungen bestimmt. Bei der Crossvalidationsme-
thode wird die Analyse mit (n-1) Kinetiken durchgefiihrt
und Uberpruft, ob die Zuordnung der n-ten Kinetik richtig
erfolgt ist. Dann wird durchpermutiert und anschlieBend
die Fehlerrate ermittelt.

Beispiele

Beispiel 1:

Um die Konzentration von Albumin in Urin (zur Dia-
gnose der Mikroalbuminurie) zu bestimmen, wurde ein
klassischer turbidimetrischer Trilibungstest durchge-
fahrt (mit Reagenzien, die unter dem Namen "Tina-
quant™, Mikroalbuminurie", Hersteller: Boehringer
Mannheim  GmbH, Mannheim,  Bundesrepublik
Deutschland, kommerziell erhaltlich sind). Die Analysen
erstreckten sich auf einen Konzentrationsbereich von 0
bis 10.000 mg MAUV/I. Dabei wurden zwei unterschied-
liche Reagenzchargen verwendet, die sich insbesonde-
re durch die Herstellungscharge der Antikérper unter-
schieden.

Zur Messung wurde ein Analysegerat Hitachi 717™
verwendet, bei welchem die photometrische Messung
in einem Takt von 12 Sekunden, also mit einer Frequenz
von fiinf Messungen pro Minute erfolgt. Fir jede Probe
erfolgten dabei innerhalb einer Kinetik die erste Mes-
sung nach zwoélf Sekunden und danach weitere Mes-
sungen mit der genannten MeBfrequenz, wobei das Ge-
rat an jedem MeBpunkt eine Dreifachmessung durch-
fahrt und den mittleren MeBwert (Median) fur die Wei-
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terverarbeitung verwendet.

Als Eingangsvariable X wurde die Differenz zwi-
schen den Extinktionen nach 300 Sekunden und nach
12 Sekunden verwendet: X = S(300 sec) - S(12 sec).

Auf diese Weise wurden in einer ersten MeBreihe
mit jeder Antikdrpercharge je flnf Proben mit zwdlf vor-
bekannten Konzentrationen
(0;250,;500;1000;1500;2000;3000,4000;5000;6000;
8000;10000 mg MAU/I) vermessen. In der zweiten
MeBreihe wurden Proben mit 42 vorbekannten Konzen-
trationen
(0;100;200;...;1000;1250;1500;....;4750;5000;6000;.. ;
10000 mg MAUY/I) jeweils dreifach vermessen. Es wur-
den somit in der ersten MeBreihe fur zwdlf C-Werte je-
weils fliinf X-Werte und in der zweiten MeBreihe fur 42
C-Werte jeweils drei C-Werte bestimmt, die sich in der
in Figur 2 dargestellten Weise als nichtmonotone Hei-
delberger-Kurve darstellen lassen.

Auf Basis der gemessenen Kinetiken wurden in der
beschriebenen Art und Weise in einem Trainings lauf
operative Diskriminationsalgorithmen ermittelt. Als Dis-
kriminatoren wurden dabei finf Krimmungen flr die
MeBzeitpunkipaare t,/1,, to/15, 13/ty, 14/15 und ty/tg (jeweils
berechnet nach den Formeln 1.1 bis 1.3) sowie der fiinf-
te Extinktionswert nach der Pipettierung des zweiten
Reagenz (d.h. Start der Tribungsreaktion) ermittelt, aus
denen mit dem Statistikpaket SAS (Hersteller: SAS In-
stitute Inc., Cary, N.C., USA), einem Verfahren der ka-
nonischen Diskriminanzanalyse, Scores und ein
Grenzscore berechnet wurden.

Um die Qualitat der Zuordnungder gemessenen Er-
gebnisse zu priifen, wurde zunachst mit den Kinetiken
der Charge 1 der Trainingslauf durchgefihrt, d.h. die
Koeffizienten des Diskriminanz-Analyseverfahrens und
der Grenzscore wurden in einem Trainingslauf der be-
schriebenen Art bestimmt. Mit Hilfe der so erhaltenen
Koeffizienten wurden die Scores aller Reaktionskineti-
ken, die mit Hilfe der Reagenzcharge 2 gemessen wor-
den waren, berechnet. Aus ihrer Relation zu dem
Grenzscore wurde die Zuordnung der jeweiligen Reak-
tionskinetik zum Bereich A bzw. zum Bereich B der Hei-
delberger-Kurve bestimmt. Das gleiche Verfahren wur-
de umgekehrt wiederholt, wobei zum Trainieren die an
Charge 2 gemessenen Kinetiken verwendet und an-
schlieBend die Kinetiken aus Charge 1 analysiert wur-
den.

In beiden Fallen gelang die Diskriminierung zu
100%.

Das gleiche vorteilhafte Ergebnis wurde auch erhal-
ten, wenn ausgesuchte Untermengen der MeBergeb-
nisse zu beiden Chargen als Trainingsset flr den Trai-
ningslauf verwendet wurden. Insbesondere wurde nur
mit den 12 Konzentrationen der ersten MefBreihe trai-
niert und die 42 Konzentrationen der zweiten MeBreihe
wurden richtig zugeordnet.
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Beispiel 2:

Mit Hilfe eines Latex-verstarkten immunoturbidime-
trischen Testverfahrens ("Tina-quant™, Ferritin", Her-
steller: Boehringer Mannheim GmbH) wurde Ferritin in
Serumproben bekannter Konzentration bestimmt. Da-
bei wurden mit zwei verschiedenen Reagenzchargen
jeweils 22 verschiedene Konzentrationen im Bereich
zwischen 0 und 6000 ng Ferritin/ml vermessen, wobei
bei der einen Charge eine Sechsfach-Bestimmung, bei
der zweiten Charge eine Zehnfach-Bestimmung durch-
geflhrt wurde. Auch in diesem Fall wurden mit Hilfe ei-
nes Trainingslaufs der beschriebenen Art die Diskrimi-
natoren und ein Verfahren der multivariaten Statistik so
weit optimiert, bis ein operativer Diskriminationsalgo-
rithmus gefunden war. Als Diskriminatoren erwiesen
sich beispielsweise folgende GréBen als geeignet: Die
zweite bis vierte Krimmung (to/t4;15/4;14/15) sowie die
fanfte und 25. Extinktion (jeweils nach der zweiten Rea-
genzpipettierung bei einer MeBfrequenz von finf Mes-
sungen pro Minute). Das ausgewahlte Verfahren war
ein nicht-parametrisches Diskriminanzverfahren des er-
wéahnten Statistik-Programmpaketes SAS.

Als Trainingsset flr den Trainingslauf wurden in ei-
nem ersten Versuch von sémtlichen 22 Konzentrationen
drei der sechs Kinetiken fiir den Trainingslauf verwen-
det. In einem zweiten Versuch wurden von den 22 Kon-
zentrationen nur 11 fir den Trainings lauf verwendet,
welche so ausgewahlt waren, daf3 sie den gesamten
Konzentrationsbereich abdecken.

Die jeweils verbliebenen Kinetiken wurden als Pro-
ben flr den Analyselauf (Anwendungsset) verwendet.
Mit den in dem Trainingslauf ermittelten Koeffizienten
des DKA-Verfahrens wurden Scores berechnet und aus
der Relation zum Grenzscore die Zuordnung der Reak-
tionskinetik zu den Bereichen A und B der Heidelberger-
Kurve bestimmt. Es wurde eine 98 % richtige Zuordnung
erreicht. Sdmtliche Fehlzuordnungen waren jedoch kli-
nisch nicht relevant im obigen Sinne. Bei Wertung nur
der klinisch relevanten Fehlzuordnungen wurde wieder-
um eine 100 % richtige Zuordnung erreicht.

Beispiel 3:

Dieses Beispiel entsprach experimentell Beispiel 1.
Es wurden die gleichen Diskriminatoren und Verfahren
der Diskriminanzanalyse verwendet. Die Kalibrations-
kurve wurde jedoch in diesem Fall in drei Teilbereiche
(A',B',C" in Fig. 2) geteilt, n&mlich einen ersten Teilbe-
reich von O bis 1,1 g MAU/mI, einen zweiten Bereich von
1,1 bis 1,5 g MAU/ml und einen dritten Teilbereich von
1,5 g MAU/mI bis 7 g MAU/ml. Der mittlere Konzentra-
tionsbereich war dabei so gewahlt, dafl er jeweils einen
relativ kleinen Teilbereich links und rechts des Maxi-
mums der Heidelberger-Kurve erfaft.

Wenn die Kalibrationskurve in mehr als zwei Teilbe-
reiche geteilt ist, erhdht sich die Anzahl der erforderli-
chen Grenzscores. Bei drei Teilbereichen sind bei-
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spielsweise zwei Grenzscores erforderlich, um den mitt-
leren Bereich jeweils zu den beiden anderen Bereichen
abzugrenzen.

In diesem Fall wurde keine kanonische Diskrimi-
nanzanalyse, sondern ein nicht-parametrisches Verfah-
ren mit einer Gausskurve als Kernfunktion (Statistik-
Programmpaket SAS) verwendet. Es wurde eine 100 %
richtige Zuordnung der Extinktionswerte zu den drei
Teilbereichen erreicht. Figur 4 zeigt eine graphische
Darstellung der Ergebnisse, wobei die Scores flr die
einzelnen gemessenen Konzentrationen in zwei Dimen-
sionen aufgetragen sind. Dabei sind als ausgefillte
Punkte die Scores zu dem ersten Konzentrationsbe-
reich A', als Kreise die Scores zu dem zweiten Konzen-
trationsbereich B' und als Dreiecke die Scores zu dem
dritten Konzentrationsbereich C' dargestellt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur analytischen Bestimmung der Kon-
zentration eines Bestandteiles einer medizinischen
Probe,

bei dem eine Reaktion der Probe mit Reagen-
zien zu einer zeitabhangigen Anderung S(t) ei-
ner MeBgréBe S fihrt und

die Konzentration C gemaf einer Auswertekur-
ve C(X) mit einer aus S(t) abgeleiteten Ein-
gangsvariablen X korreliert,

wobei die Kalibrationskurve X=f-1(C) nicht mo-
noton ist, so daB der gleiche Wert der Ein-
gangsvariablen X auf mindestens zwei Teilbe-
reichen der Kalibrationskurve unterschiedli-
chen Werten der Konzentration C entspricht
und die Auswertekurve mindestens fir einen
Teil der méglichen X-Werte mehrdeutig ist,

bei welchem folgende Schritte durchgeflhrt
werden, um eine Eingangsvariable X einem der
Teilbereiche zuzuordnen und dadurch eine ein-
deutige Korrelation zu einer bestimmten Kon-
zentration C zu erreichen:

a. In einem Trainingslauf wird mindestens
einmal ein Diskriminationsalgorithmus mit
nachfolgenden Schritten durchgefiihrt

a.a S(t) wird an mehreren Kalibratoren
bekannter Konzentrationen Ci=C;...
C,, bestimmt, wobei die Konzentratio-
nen C;=C;...C,, in den zwei Teiloerei-
chen der Kalibrationskurve X=f1(C)
liegen;

a.b aus den Messungen von S(t) wird
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nach vorbestimmten Diskriminator-
Generierungsverfahren ein Diskrimi-
natorensatz generiert;

a.c aus dem Diskriminatorensatz wird
mit einem Verfahren der multivariaten
Statistik je ein Score fur jede der Kon-
zentrationen C;=C...C,, der Kalibrato-
ren berechnet;

a.d es wird geprUft, ob sich die Scores
far die Konzentrationen C;=C;...c,,, der
Kalibratoren mittels eines Grenzsco-
res in getrennte Teilmengen teilen las-
sen, bei denen die Konzentrationen
den Teilbereichen der Kalibrationskur-
ve richtig zugeordnet sind,;

b. In dem Trainingslauf wird der die Schritte
a.a bis a.d umfassende Diskriminationsal-
gorithmus mit verschiedenen, nach unter-
schiedlichen Generierungsverfahren aus
den Messungen von S(t) generierten Dis-
kriminatorensatzen und/oder unterschied-
lichen Verfahren der multivariaten Statistik
wiederholt, um einen operativen Diskrimi-
nationsalgorithmus festzulegen, der in
dem Schritt a.d eine flr praktische Zwecke
ausreichend vollstandige Trennung der
Teilbereiche ermdglicht;

¢. in einem Analyselauf wird:

c.a S(t) an einer zu analysierenden
Probe bestimmt;

¢.b daraus nach dem operativen Dis-
kriminationsalgorithmus ein  Analy-
sescore berechnet;

dem

c.c der Analysescore mit

Grenzscore verglichen und

c.d die Eingangsvariable X und daraus
die Konzentration C bestimmt, wobei
der Wert X einer der Teilbereiche der
Kalibrationskurve X=f"1(C) durch Ver-
gleich des Analysescore mit dem
Grenzscore zugeordnet wird.

2. Verfahrennach Anspruch 1, bei welchem S(t) in den

Schritten a.a und c.a diskontinuierlich zu diskreten
MeBzeitpunkten t,...t, bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 2, bei welchem die
MeBzeitpunkie in dem Schritt c.a mit den MeBzeit-
punkten in Schritt a.a, jeweils bezogen auf den
Startzeitpunkt der Reaktion, Ubereinstimmen.
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4.

10.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, bei welchem die
MeBzeitpunkte t,...t, einen zeitlichen Abstand von
mindestens 0,5 sec haben.

Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspri-
che, bei welchem der Diskriminatorensatz die Stei-
gung, die Krimmung und/oder die Rauhigkeit der
S(1)-Kurve zu bestimmten MeBzeitpunkien ein-
schlief3t.

Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspri-
che, bei welchem das Verfahren der multivariaten
Statistik ein Verfahren der Diskriminanzanalyse ist.

Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspri-
che, bei welchem die Reaktion eine spezifische Bin-
dungsreaktion zweier bioaffiner Bindungspartner
einschlieBt.

Verfahren nach Anspruch 7, bei welchem die
MeBgréBe S das Resultat einer Tribungsmessung
ist.

Verfahren nach Anspruch 8, bei welchem einer der
bioaffinen Bindungspariner ein multifunktionaler
Antikérper-Trager zur Verstarkung einer Immunpra-
Zipitation ist.

Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspri-
che, bei welchem die Kalibrationskurve in mehr als
zwei Teilbereiche (A',B',C') geteilt ist, der Trainings-
lauf fir jede Zweierkombination der Teilbereiche
(A',BA',C,B',C") gesondert durchgefihrt wird, um
jeweils einen operativen Diskriminationsalgorith-
mus festzulegen und in dem Analyselauf jeder der
operativen Diskriminationsalgorithmen auf jede ge-
mafn dem Schritt c.a. gemessene zeitabhangige
Anderung S(t) angewandt wird, um die gemesse-
nen Eingangsvariablen X den Teilbereichen A',B',C'
zuzuordnen.

Claims

1.

Method for the analytical determination of the con-
centration of a component of a medical sample,

in which a reaction of the sample with reagents
leads to a time-dependent change S(t) of a
measured quantity S and

the concentration C correlates according to an
evaluation curve C(X) with an input variable X
derived from S(1),

in which the calibration curve X=f1(C) is not
monotonous, so that the same value of the in-
put variable X corresponds on at least two sub-
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sections of the calibration curve to different val-
ues of the concentration C and the evaluation
curve is ambiguous at least for a portion of the
possible X values,

in which the following steps are performed in
order to assign an input variable X to one of the
sub-sections and thereby to achieve an unam-
biguous correlation to a particular concentra-
tion C:

a. In a training run a discrimination algo-
rithm is performed at least once with the fol-
lowing steps

a.a S(t) is determined on several cali-
brators of known concentrations
C=C4..Cq,  the  concentrations
Ci=C4...Cyy, lying in the two sub-sec-
tions of the calibration curve X=f-1(C);

a.b from the measurements of (S)t a
discriminator set is generated accord-
ing to a pre-determined discriminator
generation method;

a.c from the discriminator set there is
calculated, by a multivariate statistical
technique, a score for each of the con-
centrations C;=C,...C, of the calibra-
tors;

a.ditis checked whether the scores for
the concentrations Ci=C,...Cy, of the
calibrators can be divided by means of
a boundary score into separate sub-
sets, in which the concentrations are
correctly assigned to the sub-sections
of the calibration curve;

b. in the training run the discrimination al-
gorithm embracing the steps a.a to ad is
repeated with different discriminator sets
generated from the measurements of S(t)
by various generation methods and/or with
different multivariate statistical techniques,
in order to establish an operative discrimi-
nation algorithm which makes possible in
the step a.d a separation of the sub-sec-
tions which is sufficiently precise for prac-
tical purposes;

¢. in an analysis run:

c.a S(t) is determined from a sample
to be analysed;

c.b from the latter an analysis score is
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10.

calculated according to the operative
discrimination algorithm;

c.c the analysis score is compared
with the boundary score and

c.d the input variable X and from the
latter the concentration C is deter-
mined, the value X being assigned to
one of the sub-sections of the calibra-
tion curve X=f1(C) by comparison of
the analysis score with the boundary
score.

Method according to claim 1, in which S(t) is deter-
mined in the steps a.a and c.a discontinuously at
discrete measuring times t,...1,.

Method according to claim 2, in which the measur-
ing times in the step ¢.a coincide with the measuring
times in step a.a, referred in each case to the start-
ing time of the reaction.

Method according to claim 2 or 3, in which the
measuring times t,...t, are measured at a time in-
terval of at least 0.5 sec.

Method according to any one of the preceding
claims, in which the discriminator set includes the
slope, the -curvature and/or the roughness of the S
(t) curve at particular measuring times.

Method according to any one of the preceding
claims, in which the multivariate statistical tech-
nique is a discriminant analysis technique.

Method according to any one of the preceding
claims, in which the reaction includes a specific
binding reaction of two binding partners exhibiting
biological affinity.

Method according to claim 7, in which the measured
quantity S is the result of a turbidity measurement.

Method according to claim 8, in which one of the
binding partners exhibiting biological affinity is a
polyfunctional antibody carrier for the amplification
of an immune precipitation.

Method according to any one of the preceding
claims, in which the calibration curve is divided into
more than two sub-sections (A',B',C'), the training
run is performed separately for each paired combi-
nation of the sub-sections (A',B";A',C";,B',C") in order
to establish in each case an operative discrimina-
tion algorithm, and in the analysis run each of the
operative discrimination algorithms is applied to
each time-dependent change S(t) measured ac-
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cording to the step c.a, in order to assign the meas-
ured input variables X to the sub-sections A',B',C".

Revendications

Procédé pour la détermination analytique de la con-
centration d'un composant d'un échantillon médici-
nal,

dans lequel une réaction de I'échantillon avec
des réactifs entraine une variation en fonction
du temps S(t) d'une grandeur mesurée S et

la concentration C, selon une courbe d'évalua-
tion C(X), est corrélée avec une variable d'en-
trée X obtenue & partir de S(t),

la courbe de calibration X=f-1(C) n'étant pas
monotone de sorte que la méme valeur de la
variable d'entrée X correspond a des valeurs
différentes de la concentration C sur au moins
deux régions partielles de la courbe de calibra-
tion, et la courbe d'évaluation est équivoque
pour au moins une partie des possibles valeurs
X

dans lequel on effectue les étapes suivantes
pour associer une variable d'entrée X & l'une
des régions partielles et obtenir ainsi une cor-
rélation univoque avec une concentration C
déterminée :

a. Dans une séquence d'entrainement, on
fait fonctionner au moins une fois un algo-
rithme de discrimination comprenant les
étapes suivantes :

a.a on détermine S(t) a l'aide de plu-
sieurs calibrateurs de concentrations
connues ¢j=Cy ... Cp, les concentra-
tions ¢j=c¢ . .. ¢y, étant situées dans
les deux régions partielles de la cour-
be de calibration X=f-1(C);

a.b a partir des mesures de S(t), selon
des méthodes de génération de discri-
minateurs prédéfinies, on génére un
groupe de discriminateurs;

a.c a partir du groupe de discrimina-
teurs, a l'aide d'une méthode de la sta-
tistique multivariée, on calcule un ré-
sultat pour chacune des concentra-
tions ¢j=¢; . . . ¢y, des calibrateurs ;
a.d on vérifie si a l'aide d'un résultat li-
mite on peut diviser les résultats pour
les concentrations ¢j=c; . . . ¢, des ca-
librateurs en sous-ensembles sépa-
rés, dans lesquels les concentrations
sont associées correctement aux ré-
gions partielles de la courbe de
calibration ;
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b. Dans laséquenced'entrainement, on ré-
péte l'algorithme de discrimination com-
prenant les étapes a.a - a.d en utilisant dif-
férents groupes de discriminateurs géné-
rés selon différentes méthodes de généra-
tion de discriminateurs a partir des mesu-
res de S(t) et/ou différentes méthodes de
la statistique multivariée, pour définir un al-
gorithme de discrimination opérationnel
permettant d'obtenir dans I'étape a.d une
séparation des régions partielles, qui soit
suffisamment compléte pour des fins
pratiques;

c. Dans une séquence d'analyse:

c.a on détermine S(t) a l'aide d'un
échantillon a analyser,

¢.b & partir de ceci, on calcule un ré-
sultat d'analyse selon l'algorithme de
discrimination opérationnel ;

c.c on compare le résultat d'analyse
avec le résultat limite et

c.d on détermine la variable d'entrée X
et a partir de celle-ci la concentration
C, la valeur X étant associée a l'une
des régions partielles de la courbe de
calibration X=f-1(C) par comparaison
du résultat d'analyse avec le résultat
limite.

Procédé selon la revendication 1, dans lequel on
détermine S(t) de fagcon discontinue dans les éta-
pes a.a et c.a, & des instants de mesure discrets
ty ..t

Procédé selon la revendication 2, dans lequel les
instants de mesure dans |'étape c.a correspondent
aux instants de mesure dans ['étape a.a, rapportés
a chaque fois a l'instant de démarrage de la réac-
tion.

Procédé selon la revendication 2 ou 3, dans lequel
les instants de mesure t; . . . t, sont espacés d'au
moins 0,5 sec.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel le groupe de discrimina-
teurs comprend la pente, la courbure et/ou la rugo-
sité de la courbe S(t) & des instants de mesure dé-
finis.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel la méthode de la statisti-
que multivariée est une méthode de l'analyse dis-
criminante.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel la réaction comprend une
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réaction de liaison spécifique de deux partenaires
de liaison biocaffines.

Procédé selon la revendication 7, dans lequel la
grandeur mesurée S est le résultat d'une turbidimé-
trie.

Procédé selon la revendication 8, dans lequel I'un
des partenaires de liaison bioaffines est un porteur
d'anticorps multifonctionnel pour renforcer une im-
munoprécipitation.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel la courbe de calibration
est divisée en plus de deux régions partielles (A,
B', C"), dans lequel la séquence d'entrainement est
effectuée séparément, par groupe de deux régions
partielles (A',B'; A',C'; B',C"), pour définir a chaque
fois un algorithme de discrimination opérationnel et
dans lequel, au cours de la séquence d'analyse,
chacun des algorithmes de discrimination opéra-
tionnel est appliqué & chaque variation en fonction
du temps S(t) mesurée selon I'étape c.a, pour as-
socier les variables d'entrée X mesurées aux ré-
gions partielles A', B', C'.
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